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(54)发明名称

SARS-COV-2抗体及其用途

(57)摘要

本发明涉及SARS‑COV‑2抗体及其用途。本发

明提供分离的或非天然存在的SARS‑CoV‑2单克

隆抗体，其包含含有选自SEQ  ID  NOS：1‑17的氨

基酸序列的轻链可变区和含有选自SEQ  ID  NOS：

18‑26的氨基酸序列的重链可变区。本发明还涉

及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，该抗

体包含含有选自SEQ  ID  NOS：18‑76的氨基酸序

列的重链可变区。本发明的抗体可作为治疗

COVID‑19的治疗剂或作为评估受试者中COVID‑

19感染的诊断工具。
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1.一种分离的或非天然存在的抗体，其包含：

(a)Kabat编号表示的SEQ  ID  NOS:81‑83中所示的重链CDR1、CDR2、和CDR3，和(b)Kabat

编号表示的SEQ  ID  NOS:84‑86中所示的轻链CDR1、CDR2、和CDR3，其中所述抗体特异性结合

SARS‑CoV‑2的NP蛋白。

2.权利要求1所述的抗体，其包含：

(a)SEQ  ID  NO:78中所示的重链中的重链可变区，和(b)SEQ  ID  NO:80中所示的轻链中

的轻链可变区。

3.权利要求1所述的抗体，其包含：

(a)SEQ  ID  NO:78中所示的重链，和(b)SEQ  ID  NO:80中所示的轻链。

4.权利要求1‑3任一项所述的抗体，其是人抗体、人源化抗体、嵌合抗体或抗原结合片

段，其中所述抗原结合片段为Fab，Fab'，F(ab')2，Fd，或Fv片段。

5.一种编码权利要求1‑4任一项的抗体的核酸。

6.一种表达权利要求1‑4任一项的抗体的永生化B细胞克隆。

7.一种包含权利要求1‑4任一项的抗体的诊断组合物。

8.权利要求1‑4任一项的抗体或其抗原结合片段在制备用于检测生物样品中SARS‑

CoV‑2病毒存在的检测剂或用于诊断COVID‑19的诊断剂中的用途，其中所述抗原结合片段

为Fab，Fab'，F(ab')2，Fd，或Fv片段。
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SARS‑COV‑2抗体及其用途

技术领域

[0001] 本发明涉及病毒抗体及其用途，尤其涉及SARS‑CoV‑2单克隆抗体及其医学用途。

背景技术

[0002] 2019年报告了严重急性呼吸综合征冠状病毒2(severe  acute  respiratory 

syndrome  coronavirus  2，SARS‑CoV‑2)引起的冠状病毒病(coronavirus  disease‑19，

COVID‑19)。该病毒与2003年的SARS‑CoY高度相关。该病毒主要影响肺部，但也会影响肾、

肝、脑、胃肠道等多个器官。病毒通过呼吸道飞沫、尿液和粪便传播。SARS‑CoV‑2的临床症状

包括发热、咳嗽、呼吸急促，无其他病原体，胸部CT影像学检查以双侧玻璃状不透明为特征

的肺炎。大部分COVID‑19患者表现为轻度或中度综合征，经适当的临床护理后即可恢复，而

部分COVID‑19患者则迅速出现重症肺炎和多器官功能衰竭。

[0003] 目前，对于宿主SARS‑CoV‑2感染的免疫应答机制仍没有深刻理解。SARS‑CoV‑2感

染患者以及SARS‑CoV患者和中东呼吸综合征(MERS)患者普遍存在淋巴细胞减少。有研究观

察到，在严重的COVID‑19病例中，总T细胞、CD4+和CD8+亚型T细胞的数量急剧减少，而程序

性死亡配体1(PD‑1)和T细胞免疫球蛋白粘蛋白3(Tim‑3)增加，表明T细胞已经衰竭。一些研

究者建议监测淋巴细胞比例动态，作为预测COVID‑19严重程度的指标。有合并症的老年

COVID‑19患者发生严重肺炎和死亡的风险较高。老年患者T细胞和B细胞功能缺陷可能导致

清除病毒的能力不足和长期的促炎反应。

[0004] 目前尚无疫苗可用于预防COVID‑19。因此，需要鉴定和生产对SARS‑CoV‑2有效的

特异性结合抗体和中和抗体，以及阐明抗体所结合的靶标和抗原决定簇。

发明内容

[0005] 本文已经通过外周血T细胞受体和B细胞受体组库分析揭示了COVID‑19患者中动

态的适应性免疫应答。在一些实施方案中，为了解在系统水平上的T细胞和B细胞免疫应答，

发明人使用下一代测序来分析不同COVID‑19疾病阶段的患者的T细胞受体(TCR)和B细胞受

体(BCR)组库。在患者发病早期和恢复过程中的适应性免疫应答以全景可视化方式呈现。

TCR组库在严重疾病的早期发病时有急剧减少，但在恢复阶段得到恢复。在一些实施方案

中，监测TCR组库可以作为预测疾病进展的指示性生物标志物。BCR组库具有IgM到IgG的同

种型转换和一过性的显著的IgA扩增。感染后发生主导性B细胞克隆扩增，并伴有多样性降

低。本文的研究表明免疫组库分析是评价宿主对新型病毒感染免疫力的有前途的方法。在

一些实施方案中，通过BCRs和TCRs的NGS用于免疫组库分析，可以对SARS‑CoV‑2感染后免疫

应答进行整体观察。在一些实施方案中，已经发现TCR组库在重症时急剧下降，但在恢复阶

段得到恢复。在一些实施方案中，已经发现发病后BCR组库显示主导性克隆扩增与IgM/IgG

同种型切换和短暂的IgA激增。

[0006] 在一些实施方案中，本发明涉及能够与一个或多个SARS‑CoV‑2表位结合的分离的

或非天然存在的单克隆抗体。在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的
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单克隆抗体，其包含：轻链可变区，其包含选自SEQ  ID  NOS：1‑17的氨基酸序列；以及重链可

变区，其包含选自SEQ  ID  NOS：18‑26的氨基酸序列。

[0007] 在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，其包含：

轻链可变区，其包含选自SEQ  ID  NOS：1‑4的氨基酸序列；以及重链可变区，其含有SEQ  ID 

NO：18的氨基酸序列。

[0008] 在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，其包含：

含有SEQ  ID  NO：5的氨基酸序列的轻链可变区；和含有SEQ  ID  NO：19的氨基酸序列的重链

可变区。

[0009] 在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，其包含：

包含选自SEQ  ID  NOS：6‑8的氨基酸序列的轻链可变区；以及含有SEQ  ID  NO：20的氨基酸序

列的重链可变区。

[0010] 在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，其包含：

含有SEQ  ID  NO：9的氨基酸序列的轻链可变区；和含有SEQ  ID  NO：21的氨基酸序列的重链

可变区。

[0011] 在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，其包含：

含有SEQ  ID  NO：10的氨基酸序列的轻链可变区；和含有SEQ  ID  NO：22的氨基酸序列的重链

可变区。

[0012] 在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，其包含：

包含选自SEQ  ID  NOS：11‑12的氨基酸序列的轻链可变区；以及含有SEQ  ID  NO：23的氨基酸

序列的重链可变区。

[0013] 在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，其包含：

含有SEQ  ID  NO：13的氨基酸序列的轻链可变区；和含有SEQ  ID  NO：24的氨基酸序列的重链

可变区。

[0014] 在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，其包含：

含有SEQ  ID  NO：14的氨基酸序列的轻链可变区；以及含有SEQ  ID  NO：25的氨基酸序列的重

链可变区。

[0015] 在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，其包含：

包含选自SEQ  ID  NOS：15‑17的氨基酸序列的轻链可变区；以及含有SEQ  ID  NO：26的氨基酸

序列的重链可变区。

[0016] 在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，该抗体

包含含有选自SEQ  ID  NOS：18‑76的氨基酸序列的重链可变区。

[0017] 在一些实施方案中，本发明涉及一种分离的或非天然存在的单克隆抗体，其包含：

[0018] (a)Kabat编号表示的与SEQ  ID  NOS：78中所示的重链CDR1、CDR2、和CDR3具有至少

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的重链CDR1、

CDR2、和CDR3，和(b)Kabat编号表示的与SEQ  ID  NOS：80中所示的轻链CDR1、CDR2、CDR3具有

至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的轻链

CDR1、CDR2、CDR3；

[0019] (a)与SEQ  ID  NOS：78中所示的重链可变区具有至少90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的重链可变区，和与SEQ  ID  NOS：80中所示
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的轻链可变区具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

序列同一性的轻链可变区；或

[0020] (a)与SEQ  ID  NOS：78中所示的重链具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的重链，和与SEQ  ID  NOS：80中所示的轻链具有

至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的轻链。

[0021] 在一些实施方案中，本发明包括与上述SEQ  ID  NOs所示的氨基酸序列相比具有一

个或多个(优选1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个)氨基酸突变(优选保守突变，优选置换，插入或

缺失)的氨基酸序列。

[0022] 在一些实施方案中，本发明所述抗体以10‑9  M或更小的KD结合SARS‑CoV‑2。在一些

实施方案中，本发明所述抗体以10‑10  M或更小的KD结合SARS‑CoV‑2。

[0023] 在一些实施方案中，本发明所述抗体可以是人抗体、人源化抗体、嵌合抗体或抗体

片段(例如，具备抗体活性例如结合或抑制活性的片段)。在一些实施方案中，本发明抗体的

抗原结合片段可以包括Fab，Fab′，F(ab′)2，Fd，Fv，互补决定区(CDR)片段，单链抗体(例如，

scFv)，双价抗体或结构域抗体。

[0024] 在一些实施方案中，本发明所述抗体或其片段可以特异性结合SARS‑CoV‑2，例如

SARS‑CoV‑2的NP蛋白，例如SARS‑CoV‑2的Spike蛋白，例如SARS‑CoV‑2的Spike蛋白的RBD结

构域，和/或抑制SARS‑CoV‑2的活性，例如抑制SARS‑CoV‑2的复制，例如抑制SARS‑CoV‑2与

受体的结合，例如降低SARS‑CoV‑2的负荷。

[0025] 在一些实施方案中，本发明涉及一种编码本文描述的抗体的核酸。

[0026] 在一些实施方案中，本发明涉及包含任何上述抗体的组合物。在一些实施方案中，

本发明涉及表达任何上述抗体的永生化B细胞克隆。在一些实施方案中，本发明涉及包含任

何上述抗体和药学上可接受的载体的药物组合物。在一些实施方案中，本发明涉及一种检

测生物样品中COVID‑19的方法，该方法包括将样品与抗体接触，其中该抗体是本发明的单

克隆抗体或抗体片段，并确定SARS‑CoV‑2病毒的存在或不存在。在一些实施方案中，本发明

涉及本文描述的抗体或其片段在制备用于检测生物样品中SARS‑CoV‑2病毒存在的检测剂

或用于诊断COVID‑19的诊断剂或用于治疗COVID‑19的治疗剂中的用途。

[0027] 本发明涉及分离的或非天然存在的SARS‑CoV‑2单克隆抗体。特别是，本发明涉及

一种分离的或非自然发生的单克隆抗体，其包含含有选自SEQ  ID  NOS：1‑17的氨基酸序列

的轻链可变区(见表1)和含有选自SEQ  ID  NOS：18‑26的氨基酸序列的重链可变区(见表2)。

本发明还涉及一种分离的或天然存在的单克隆抗体，其包含一个重链可变区，该重链可变

区包含一个选自SEQ  ID  NOS：18‑76的氨基酸序列(见表2)。

[0028] 本文使用的术语“单克隆抗体”是指从基本上同质的抗体群体中获得的抗体，除了

可能存在的少量天然发生的突变外，组成该群体的各个抗体是相同的。单克隆抗体是高度

特异性的，针对单一抗原位点。此外，与多克隆抗体制剂不同的是，多克隆抗体制剂包括针

对不同决定簇(表位)的不同抗体，每个单克隆抗体是针对抗原上的单一决定簇。除了它们

的特异性外，单克隆抗体的优点在于它们可以不受其它抗体的污染而合成。修饰词“单克

隆”不应解释为要求通过任何特定方法生产该抗体。例如，在本发明中有用的单克隆抗体可

以通过Kohler等人首先描述的杂交瘤方法，Nature，256：495(1975)，或通过使用细菌、真核

动物或植物细胞中的重组DNA方法(例如，见美国专利号4,816,567)来制备。“单克隆抗体”
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也可以从噬菌体抗体库中分离出来。

[0029] 典型地，本文本发明的抗体是利用技术中可获得的载体和方法重组产生的，如下

文进一步描述。此处公开的抗体也可以通过体外激活的B细胞产生(参见，例如，美国专利号

5,567,610)。本文本发明的抗体也可以在转基因动物如小鼠中产生，这些动物在没有内源

性免疫球蛋白产生的情况下，能够产生人类抗体的全抗体库。例如，已经描述了在嵌合体和

生殖系突变小鼠中抗体重链连接区(JH)基因的同种缺失导致内源性抗体产生的完全抑制。

将人类生殖系免疫球蛋白基因阵列转移到这种生殖系突变体小鼠中，导致在抗原攻击时产

生人类抗体。参见，例如，Jakobovits等人，Proc.Natl.Acad.Sci.USA，90：2551(1993)；美国

专利5,545,806、5,545,807、5,569,825和5,591,669；和WO  97/17852。这样的动物可以通过

基因工程来产生包含本发明多肽的人抗体。

[0030] 本文所述抗体的“CDR”(“互补性决定区”，也称“高变区”或“HVR”)表示抗体可变区

的在序列上高变和/或形成在结构上确定的环(“高变环”)和/或含有与抗原接触残基(“抗

原接触点”)的每个区域。通常，抗体包含六个CDR；三个在VH中(H1、H2、H3)，三个在VL(L1、

L2、L3)中。如本领域技术人员已知的，CDR残基和其它残基(例如，FR残基)可以根据不同的

编号系统进行编号。例如，可以根据IMGT编号系统，Kabat编号系统(Kabat  et  al .，

Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest，Public  Health  Service，

National  Institutes  of  Health，Bethesda，MD(1991))、Chothia和Lesk，

J.Mol.Biol.196：901‑917(1987))等进行编号。如本领域技术人员所知，抗体的“框架”或

“FR”表示除了高变区(HVR)残基之外的可变区残基。可变区的FR通常包括四个FR结构域：

FR1、FR2、FR3和FR4。因此，HVR和FR序列通常出现在VH(或VL)中的以下序列中：FR1‑H1(L1)‑

FR2‑H2(L2)‑FR3‑H3(L3)‑FR4。

[0031] 本文描述的“人抗体”可以包括氨基酸序列对应于由人或人细胞产生的抗体或源

自利用人抗体组库或其它人抗体编码序列的非人来源的抗体的氨基酸序列。本文描述的

“人源化的”抗体可以包括来自非人CDR的氨基酸残基和来自人FR的氨基酸残基的嵌合抗

体。本文描述的“嵌合的”抗体表示其中重链和/或轻链的一部分源自特定来源或物种，同时

重链和/或轻链的剩余部分源自不同的来源或物种。

[0032] 如本领域技术人员已知的，氨基酸序列同一性百分比(％)的比对可以以本领域技

术中的多种方式实现，例如可以使用计算机程序ALIGN‑2等进行氨基酸序列比对。在一些实

施方案中，具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的序

列含有相对于参照序列的置换(例如，保守置换)、插入或缺失，但是保留原序列的活性，例

如结合或抑制活性。可以通过本领域已知的任何方法测定抗体结合活性或抑制活性。

[0033] 可以根据极性、电荷、溶解度、疏水性、亲水性和/或残基的两亲性的相似性对本发

明的抗体进行氨基酸置换。例如，带负电荷的氨基酸包括天门冬氨酸和谷氨酸；带正电荷的

氨基酸包括赖氨酸和精氨酸；具有相似亲水性值不带电极性头部基团的氨基酸包括亮氨

酸、异亮氨酸和缬氨酸；甘氨酸和丙氨酸；天冬酰胺和谷氨酰胺；以及丝氨酸、苏氨酸、苯丙

氨酸和酪氨酸。其他可代表保守变化的氨基酸组包括：(1)ala、pro、gly、glu、asp、gln、asn、

ser、thr；(2)cys、ser、tyr、thr；(3)val、ile、leu、met、ala、phe；(4)lys、arg、his；和(5)

phe、tyr、trp、his。变体也可以或备选地包含非保守性变化。优选的是，变体多肽与原序列

的差异在于5个或更少氨基酸的置换、缺失或添加。变体也可以或备选地通过缺失或添加对
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多肽的免疫原性、二级结构和水溶性影响最小的氨基酸进行修饰。

[0034] 可以使用WO2004/076677中描述的替代EBV永生化方法生成永生化B细胞克隆。用

这种方法，产生本发明的抗体的B细胞可以在多克隆B细胞激活剂存在下用EBV转化。用EBV

转化也可以被调整为包括多克隆B细胞激活剂。在转化步骤中可以加入额外的细胞生长和

分化的刺激物，例如IL‑2和IL‑15，以提高效率。

[0035] 本发明还提供包含本发明多肽的抗体片段。在一些情况下，使用抗体片段而不是

全抗体是有优势的。例如，片段的较小尺寸允许快速清除，并可能导致改善对一些组织的进

入。对于描述本文中单克隆抗体的抗体片段的制备的所有实施例，筛选抗体片段以确保抗

原结合没有被破坏。这可以通过本领域已知的各种手段中的任何一种来完成，例如使用噬

菌体展示文库的方法。

[0036] 如本技术领域的技术人员所理解的，“抗体片段”包括完整抗体的一部分，优选完

整抗体的抗原结合区或可变区，并且保留与目标抗原结合活性的可接受百分比。如本领域

技术人员理解的，可接受的百分比取决于特定的预期用途。抗体片段的例子包括例如单链

抗体分子(例如，scFv)、Fab、Fab′、F(ab′)2和Fv片段；单链抗体分子；由抗体片段形成的多

特异性抗体；以及本领域技术人员已知的其它片段。“抗体片段”表示除了完整抗体以外的

分子，所述分子包含完整抗体的一部分，所述部分结合所述完整抗体所结合的抗原。

[0037] 已知一些技术可用于生产抗体片段。尽管抗体片段传统上是通过完整抗体的蛋白

分解消化得到的，但现在可以通过重组宿主细胞直接生产。例如，Fab、Fv和ScFv抗体片段都

可以在大肠杆菌中表达并从大肠杆菌中分泌，因此可以容易地大量生产这些片段。生产抗

体片段的其它技术对于本领域的技术人员来说是已知的。

[0038] 上述抗体或其抗体片段中的任何一种可配制成用于为怀疑患有或有可能患有

COVID‑19的受试者提供被动免疫的药物治疗剂，其包含治疗有效量的所述抗体。该药物制

剂可包括合适的赋形剂或载体。如本领域的技术人员将理解的那样，总剂量可以根据受试

者的体重、健康和情况以及抗体的疗效而变化。用于体内给药的制剂最好是无菌的，这可以

通过例如将制剂通过无菌过滤膜过滤来实现。

[0039] 如本文所使用的，“载体”包括药学上可接受的载体、赋形剂或稳定剂，它们在所采

用的剂量和浓度下对暴露于其中的细胞或哺乳动物是无毒的。通常生理学上可接受的载体

是pH缓冲的水溶液。生理上可接受的载体的例子包括缓冲剂，如磷酸、柠檬酸和其它有机

酸；抗氧化剂，包括抗坏血酸；低分子量(小于约10个残基)的多肽；蛋白质，如血清白蛋白、

明胶或免疫球蛋白；亲水性聚合物，如聚乙烯吡咯烷酮。氨基酸，如甘氨酸、谷氨酰胺、天冬

酰胺、精氨酸或赖氨酸；单糖、二糖和其他碳水化合物，包括葡萄糖、甘露糖或糊精；螯合剂，

如EDTA；糖醇，如甘露醇或山梨醇；成盐平衡离子，如钠；和/或非离子表面活性剂，如

TWEENTM，聚乙二醇(PEG)和PLURONICSTM。

[0040] 被动免疫已被证明是预防和治疗病毒性疾病的有效和安全策略。因此，使用本文

公开的抗体及其抗体片段的被动免疫可以提供COVID‑19的治疗策略。

[0041] 在各种实施方案中，本文公开的抗体具有内在的治疗活性。另外，或此外，本文本

发明的抗体可以与细胞毒性剂或生长抑制剂，如放射性同位素或毒素结合，用于治疗与抗

体结合或接触的感染细胞。

[0042] COVID‑19的高危受试者包括接触过感染者的患者，特别是那些有潜在健康问题的
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患者，如糖尿病、心脏病或哮喘或COPD等呼吸系统疾病。在COVID‑19的特征性症状表现之

前，可以施用预防剂，从而防止COVID‑19的发生或者延迟其发展。

[0043] 对于人和非人受试者的体内治疗，通常给受试者施用或提供包含至少一种本文公

开的抗体的药物制剂。当用于体内治疗时，以治疗有效量向受试者施用本发明的抗体。如本

文所用，“治疗有效量”是指消除或降低受试者病毒负荷的量。抗体可以按照已知的方法给

人类受试者施用，例如静脉给药(作为栓剂或通过持续输注)或通过肌肉内、腹膜内、脑脊膜

内、皮下、关节内、肌内、鞘内、鞘内、口服、局部或吸入途径施用。抗体可尽可能在靶细胞部

位进行胃肠外给药，或静脉注射。在一些情况下，抗体的静脉或皮下给药是优选的。本发明

的治疗组合物可对受试者进行全身、胃肠外或局部给药。

[0044] 对于胃肠外给药，本文本发明的抗体以单位剂量注射剂形式(溶液、悬浮液、乳剂)

与药学上可接受的胃肠外载体联合配制。这类载体的例子是水、生理盐水、林格氏溶液、葡

萄糖溶液和5％人血清白蛋白。也可以使用非水性载体，如油和油酸乙酯。脂质体可作为载

体使用。载体可以含有少量的添加剂，如增强等渗性和化学稳定性的物质，如缓冲剂和防腐

剂。抗体可以以约1mg/ml至10mg/ml的浓度配制在这种载体中，也可以使用其它浓度。

[0045] 剂量和剂量方案可以根据医生容易确定的各种因素确定，如感染的性质和与抗体

结合的特定细胞毒性剂或可任选使用的生长抑制剂的特性，如治疗指数和受试者的病史。

一般来说，向受试者施用治疗有效量的抗体。在特定情况下，施用的抗体量在受试者体重的

约0.1mg/kg至约50mg/kg的范围内。根据感染的类型和严重程度，约0.1mg/kg至约50mg/kg

体重(约0.1‑15mg/kg/剂量)的抗体是给受试者施用的初始候选剂量，无论是例如通过一次

或多次单独施用，还是通过连续输注。这种治疗的进展容易通过常规方法并基于医生或本

领域技术人员已知的标准进行监测。

[0046] 在一个特定的实施方案中，向受试者施用包含本文公开的与细胞毒性剂缀合的抗

体的免疫缀合物。优选的是，免疫缀合物被细胞内化，导致免疫缀合物在杀灭其结合的细胞

方面的治疗效果增加。在一个实施方案中，细胞毒性剂针对或干扰感染细胞中的核酸。这种

细胞毒性剂的例子如上所述，包括但不限于美坦生类(maytansinoids)、刺孢霉素

(calicheamicins)、核糖核酸酶和DNA内切酶。

[0047] 在一些实施方案中，可以将其他治疗方案与本发明的一种或多种SARS‑CoV‑2抗体

的施用联合起来。联合给药包括联合给药，使用单独的制剂或单一的药物制剂，并以任一顺

序连续给药，其中优选有一个时间段，而两种或所有活性剂同时发挥其生物活性。优选这种

联合治疗可以获得协同治疗效果。

[0048] 在一些实施方案中，优选联合施用一种或多种本文公开的抗体。在一些实施方案

中，最好将配置为与SARS‑CoV‑2相关的抗原结合的一种或多种抗体与一种或多种针对与

SARS‑CoV‑2相关的不同抗原的其他抗体联合施用。

[0049] 除了向受试者施用该抗体外，本发明还提供了通过基因疗法施用该抗体的方法。

本发明所述的“施用治疗有效量的抗体”包括施用编码抗体的核酸。例如，参见PCT专利申请

公开WO96/07321，其涉及使用基因疗法产生细胞内抗体。

[0050] 在另一个实施方案中，本文公开的SARS‑CoV‑2抗体用于确定结合抗原的结构，例

如构象表位，其结构然后用于开发具有或模拟这种结构的疫苗，例如通过化学建模和SAR方

法。这样的疫苗就可以用来预防COVID‑19。

说　明　书 6/23 页

8

CN 112010963 B

8



[0051] 在一些实施方案中，本发明提供用于检测具有选自SEQ  ID  NOS：1‑17所示氨基酸

序列的多肽或具有选自SEQ  ID  NOS：18‑26所示氨基酸序列的多肽的试剂(如抗体)在制备

用于检测生物样品中SARS‑CoV‑2病毒存在的检测剂或用于诊断COVID‑19的诊断剂(组合物

和试剂盒)中的用途。如本文中显示的，已经从COVID‑19患者队列中获得了最大集群中最具

影响力的序列，并列于表1和表2中。因此，在一些实施方案中，特异性检测到这些序列在患

者中的存在可以指示患者的SARS‑CoV‑2病毒感染或患有COVID‑19。特异性检测具有选自

SEQ  ID  NOS：1‑17所示氨基酸序列的多肽或具有选自SEQ  ID  NOS：18‑26所示氨基酸序列的

多肽的试剂可以通过本领域已知的方法制备，例如可以使用具备所述序列的多肽作为抗原

免疫动物获得相应抗体如单克隆抗体。

[0052] 在一些实施方案中，本发明涉及用于检测来自受试者(例如怀疑感染SARS‑CoV‑2

的受试者)的IgA的试剂(例如特异性结合IgA的抗体如单克隆抗体)在制备检测SARS‑CoV‑2

感染的组合物或试剂盒中的用途。在一些实施方案中，所述组合物或试剂盒可以用于检测

SARS‑CoV‑2的早期感染，例如感染后第4‑7天(例如4、5、6、7天)的感染。在一些实施方案中，

所述组合物或试剂盒还可以包括用于检测来自受试者的SARS‑CoV‑2的核酸、IgM和/或IgG

的试剂(例如SARS‑CoV‑2特异性引物、IgM和/或IgG特异性抗体)。这样的试剂可以通过本领

域已知的方法基于已经公开的SARS‑CoV‑2序列制备。

[0053] 在一些实施方案中，本发明涉及用于测定来自受试者(例如怀疑感染SARS‑CoV‑2

的受试者)的T细胞受体(TCR)和B细胞受体(BCR)组库的试剂在制备用于监测COVID‑19进

程、用于预测COVID‑19进展或预后分析的组合物或试剂盒中的用途。在一些实施方案中，测

定来自受试者(例如怀疑感染SARS‑CoV‑2的受试者)的T细胞受体(TCR)和B细胞受体(BCR)

组库的试剂可以包括用于进行NGS的试剂。在一些实施方案中，所述试剂可以用于分析TCR

组库，已经发现TCR组库在严重疾病的早期发病时有急剧减少，但在恢复阶段得到恢复。因

此，监测TCR组库可以作为预测疾病进展的指示性生物标志物。在一些实施方案中，所述试

剂可以用于分析BCR组库，已经发现在病毒感染中BCR组库具有IgM到IgG的同种型转换和短

暂的IgA激增，还发现感染后发生主导性B细胞克隆扩增，并伴有多样性降低。在一些实施方

案中，所述免疫组库分析试剂可以用于评价宿主对新病毒感染的免疫力。

[0054] 在另一个实施方案中，本文公开的SARS‑CoV‑2抗体能够区分有COVID‑19的受试者

和没有COVID‑19的受试者，并确定患者是否有感染。根据一种方法，从疑似感染或已知感染

SARS‑CoV‑2的受试者获得生物样品。在优选的实施方案中，生物样品包括来自受试者的细

胞。将样品与本文公开的SARS‑CoV‑2抗体接触一段时间并在足以使SARS‑CoV‑2抗体与存在

于样品中的感染细胞结合的条件下进行。例如，可以将样品与SARS‑CoV‑2抗体接触10秒、30

秒、1分钟、5分钟、10分钟、30分钟、1小时、6小时、12小时、24小时、3天或两者之间的任何时

间。测定结合的SARS‑CoV‑2抗体的量，并与对照值进行比较，对照值可以是预先确定的值或

从正常组织样品中确定的值。与对照样品相比，与受试者样品结合的抗体量增加，表明受试

者样品中存在感染的细胞。结合的抗体使用本文所述和本技术领域已知的程序进行检测。

在一些实施例中，本发明的诊断方法使用本文公开的SARS‑CoV‑2抗体进行实践，该抗体与

可检测的标签如荧光体结合，以促进结合抗体的检测。然而，它们也使用SARS‑CoV‑2抗体的

二次检测方法来实践。这些方法包括，例如，RIA、ELISA、沉淀、凝集、补体固定和免疫荧光。

[0055] 在另一个实施方案中，本发明涉及适合于使用本发明的抗体进行诊断和预后检测
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的试剂盒。本发明的试剂盒包括合适的容器，该容器包含以标记或未标记形式的本发明的

SARS‑CoV‑2抗体。此外，当抗体以适合间接结合测定的标记形式提供时，试剂盒还包括用于

进行适当的间接测定的试剂。例如，试剂盒包括一个或多个合适的容器，包括酶底物或衍生

试剂。在一些实施方案中，还可以包括对照样品和/或说明书。

附图说明

[0056] 参照以下图示可以更好地理解公开的内容。

[0057] 图1.COVID‑19患者不同疾病阶段的PBMC中的TCR‑alpha(TRA)，‑beta(TRB)，‑

delta(TRD)，‑gamma(TRG)，BCR  IgH，IgK，IgL。每个免疫链的比例在框图中以平均值+SD表

示，饼图显示了每个链的平均值。来自COVID‑19患者的样品分为三组：(A)症状发作后4‑7天

的样品(n＝8)；(B)症状发作后8‑15天的样品(n＝10)；(C)症状发作后17‑22天的样品(n＝

5)；(D)样品亚洲健康对照(n＝15)。

[0058] 图2.不同的疾病阶段COVID‑19患者PBMC中BCR组库中的免疫球蛋白同种型。IgA，

IgG，IgD，IgE和IgM的比例在框图中以平均值+SD表示，而饼图显示每个同种型的平均值。来

自COVID‑19患者的样品分为三组：(A)症状发作后4‑7天的样品(n＝8)；(B)症状发作后8‑15

天的样品(n＝10)；(C)症状发作后17‑22天的样品(n＝5)；(D)亚洲健康对照样品(n＝15)。

[0059] 图3.图1是显示4个受试者的TCR和BCR组库(repertoire)纵向分析的图表。从症状

发生后的早中期(第3天、5天、7天、12天、14天)到恢复阶段(第17天、19天)的3名患者收集样

品。以健康季节性四价流感疫苗接种者接种疫苗前后(第0、4、14、28天)的样品作为对照。

(A)TCR‑TRA、‑TRB、‑TRD、‑TRG和BRC‑IgH、‑IgK、‑IgL在适应性免疫组库中的比例。(B)在症

状发生后的指定时间点上，7条链中的每条链中代表独特CDR3克隆型的树形图(treemap)。7

个树形图分别代表TCR‑beta、‑alpha、‑delta、‑gamma和BCR‑IgH、‑IgK、‑IgL。树形图中的一

个矩形代表一个独特的克隆型。矩形的大小表示单个CDR3序列的相对频率，而不同的方形

大小则反映了采样的免疫组库中克隆扩增的区域。从左上图顺时针到下图。IgH，IgK，IgL，

TRB，TRA，TRD和TRG。

[0060] 图4显示ICU患者PBMC中TCR和BCR组库的树形图。(A)包含来自患者4和患者5在症

状发生后第4天的7条适应性免疫链的树形图。对照组树形图来自接种季节性四价流感疫苗

前的同一健康人。B)包含总TCR‑beta独特CDR3克隆型的树形图，每个代表患者4、患者5和健

康对照。树形图中的一个矩形代表一个独特的克隆型。矩形的大小表示单个CDR3序列的相

对频率。每个树形图中各个CDR3序列的颜色是随机选择的，因此，这些图之间的颜色不匹

配。

[0061] 图5：10例确诊的Covid‑19患者的总结。

[0062] 图6：COVID‑19患者与健康对照PBMC中免疫组库的比较。与图1相关。BCR的IgH，IgK

和IgL以及TCR‑alpha(TRA)，TCR‑beta(TRB)，TCR‑delta(TRD)和TCR‑γ(TRG)的比例表示为

上述图中的中值，饼图显示了每个链的中值。来自COVID‑19患者的样品显示为中值(A)样品

(n＝23)，(B)健康对照的样品(n＝15)。

[0063] 图7：COVID‑19患者与健康对照组之间PBMC中的Ig同种型的比较。与图2相关。IgA，

IgG，IgD，IgE和IgM的比例在上图中以中值表示，饼图显示了每种同种型的中值。(A)COVID‑

19患者的样品(n＝23)，(B)健康对照。
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具体实施方式

[0064] 以下的实例、应用、说明和描述是示例性和解释性的，而不应解释为对本发明范围

的限制。

[0065] TCR和BCR组库随COVID‑19疾病进程显示动态变化

[0066] 在这项研究中，我们调查了来自COVID‑19疾病不同阶段患者的PBMC样品。通过免

疫组库分析，我们确定了疾病过程中TCR和BCR动态变化的模式。结果TCR和BCR库在COVID‑

19病程中显示出动态变化。我们从不同疾病阶段的COVID‑19患者中收集了23个样品(图5)。

该队列包括4位男性和6位女性，中位年龄为57岁(33‑81岁不等)。收集至少一个时间点的外

周血单核细胞(PBMC)。从3名患者收集了4个样品，样品范围从早期到恢复阶段(图5)。正常

收集15位亚洲健康捐献者的外周血样品对照组，其中9例男性和6例女性，年龄在22‑67岁之

间。健康捐赠者的纳入标准是：1)以前没有诊断出慢性病；和2)在过去三个月中没有任何急

性疾病的诊断。此外，我们使用了4个来自57岁健康季节性流感疫苗的PBMC样品作为纵向健

康对照。我们一次PCR反应无偏倚地扩增了包括所有TCR链(TCR‑alpha，TRA，TCR‑beta，TRB；

TCR‑δ，TRD；TCR‑γ，TRG)和BCR链(IgH，包括各种IgH同型IgK；和IgL)的免疫组。每个样品进

行约500万次总测序读数。iRepertoire的数据分析管道进一步分析了数据(Wang等人，

2010；Yang等人，2015)。

[0067] 以前，淋巴细胞减少症被认为是COVID‑19患者的常见表现，尤其是T淋巴细胞

(Guan  W等，NEJM，2020；Huang等，Lancet，2020)。与这些报告一致，入选样品的淋巴细胞计

数绝对值也降低了，但是详细的TCR和BCR的表达尚不清楚。我们发现，TCR的mRNA表达(n＝

23)显着低于健康对照(n＝15)(图1D、图6)。与对照组相比，TCR‑alpha表达在免疫组库中的

平均比例由28.3％降至4.9％，TCR‑beta表达的平均比例由18.7％降至5.2％，分别下降了

5.8倍和3.6倍。COVID‑19样品中IgH、IgK、IgL的比例(图6)均高于健康对照组(图1D)，尤其

是IgL的平均比例由8.5％增加到23.5％。

[0068] 此外，我们根据疾病的进程将这些样品分为几组：第1组，症状发作后4‑7天的样品

(n＝8)；第2组，症状出现后8‑15天的样品发作(n＝10)；第3组，症状发作后17‑22天(n＝5)。

分析表明，在对应于第1组和第2组的样品上，TCR‑alpha和TCR‑beta链的mRNA表达频率较

低，但这些表达TCR链在第3组(恢复期)的第17‑22天增加。令人惊讶的是，第3组中的TCR‑

beta/alpha表达与正常对照组相似。这表明TCR‑beta/alpha表达可用作从SARS‑COV‑2病毒

感染中恢复的参考指标。在所有时间点上，IgH/IgK/IgL表达相对于整体适应组(adaptome)

的百分比均高于健康对照组，但第17‑22天的IgK表达低于IgK在对照组中表达。总之，TCR表

达在早期疾病分期显着降低，IgH/IgK/IgL表达增加可能是由于体液免疫系统应答病毒感

染引起的结果。

[0069] 发病后，BCR组库具有从IgM到IgG的同种型转换和短暂的IgA激增

[0070] 针对SARS‑COV‑2感染，首先动员了IgM并将其类别转换为IgG同种型。在COVID‑19

患者第4至7天的样品(n＝8)中，IgM的中值百分比为19.5％，而对照组为43.6％(图2)。感染

的早期阶段IgG的表达与健康对照组相比增加了约10％，在感染的顶点增加到总IgH表达的

40％，而在恢复期则稍微降低到33.5％(图2)。另一个值得注意的变化是早期感染(第4‑7

天)期间的IgA比例与健康对照组的42.6％相比显着增加至60.1％，而在后期COVID‑19患者

中则为43.3％至46.4％(图2，图7)。第8‑15天的样品中IgA水平迅速下降至的对照水平。这
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些结果表明，IgM/IgG/IgA被动员而应答冠状病毒感染。

[0071] 免疫组库的动态变化揭示了COVID‑19疾病的进展。

[0072] 为了观察COVID‑19患者的免疫组库动态，我们纵向跟踪了3名患者的免疫组库，每

组有4个时间点，涵盖从发病初期到恢复期。我们发现，在疾病早期，TCR‑beta极低。随着整

个疾病的改善，TCR‑beta逐渐增加，尤其是在恢复期(第四个时间点)。TCR‑beta的百分比增

加到与健康对照相同的水平(图1，图3)。该结果表明TCR‑beta恢复正常水平是恢复的参考

指标。我们还发现组库中的IgH逐渐随着疾病的消退而减少。它是在症状发作后第4‑7天为

最高水平，并在第19天或第20天恢复到约20％的水平(图3)。IgL的比例为在症状发作后第

4‑7天最高，并且在整个过程中呈下降趋势疾病(Pt2和Pt3)。与每年接种流感疫苗的健康季

节性流感疫苗的组库相比，TCR和BCR链的比例接种前(第0天)和接种后28天(图3)相对稳

定。

[0073] 使用树形图对这三名患者进行的纵向分析显示，TCR‑beta表达在恢复期增加到正

常水平。除了在TCR‑beta表达谱中存在一些显性克隆外，克隆型的多样性在恢复期(时间点

4)显著提高。IgH/IgK/IgL表达的显着特征是感染后两周左右(第三个时间点，第12天为

Pt1，第14天为Pt2和Pt3)存在显著克隆扩增，表明冠状病毒特异性B细胞克隆在组库中占主

导地位。这是非常重要的发现，因为它显示免疫系统会对这种新型病毒产生体液应答。它还

提供了将其中一些或几个克隆扩增的IgH序列作为中和抗体来源可能性。

[0074] 大约15％的COVID‑19患者出现了严重的疾病(Guan等，2020)。因此，我们分析了2

名患者在症状发作后第4天和第6天获得的由于疾病的严重性而被送入重症监护病房(ICU)

的两个样品。类似于我们在其他早期感染样品中发现的，IgH/IgK/IgL在树状图中占主导地

位，而与健康人相比，TCR‑beta表达显着降低(图4)。在IgK表达上发现了许多优势克隆，并

且该链的多样性低于组库中的健康对照。

[0075] 对COVID‑19患者中TCR和BCR动态的讨论研究为临床治疗提供了有价值的见解。在

这里，我们在分子水平展示了免疫系统如何应对SARS‑COV‑2感染。可视化TCR和BCR的动态

全景图展示适应性免疫系统和疾病如何进展直至恢复。异常表达的疾病早期TCRs和BCRs的

概况，特别是TCR‑alpha和TCR‑beta表达，以及在恢复期恢复这种表达可能是潜在的疾病恢

复的参考指标。最初不存在TCR  alpha和TCR‑beta表达与Covid‑19患者显示的淋巴细胞减

少的临床数据一致。这意味着这些T‑细胞可能会离开循环并进入肺或淋巴器官等组织，或

者由于病毒感染而死亡。T细胞在病毒清除和随后建立抗体介导的针对病毒感染的保护中

发挥作用(Schmidt和Varga，2018；Zhao等，2014)。具有MERS‑CoV感染的T细胞缺陷小鼠而非

B细胞缺陷小鼠导致病毒在肺中的持久性，表明T细胞清除病毒的直接作用(Zhao等，2014)。

COVID‑19患者中CD8+T细胞的减少导致耗竭，这是需要ICU治疗的指标(Diao等，2020)。与最

低的淋巴细胞计数证据一致的是在症状发作后的第4天(Zhou等，2020a)，我们发现TCRs的

表达中度或重度患者在感染早期(第4‑7天)显着下降。一种解释是病毒引起的肺炎增加了

血管通透性和趋化因子募集的T细胞无选择地泄漏到肺中(Russell  et  al.，2017)。需要进

一步的研究来阐明重度以及感染初期感染较轻的人的肺部支气管肺泡灌洗液中是否存在T

细胞。

[0076] 在B细胞应答方面，动员了IgM/IgG和IgA对抗病毒感染。IgH链内的克隆扩增在两

周后是明显的。重要的是，B细胞亚群内的克隆扩增提供了证据表明人类适应性免疫系统正
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在对这种新型致病病毒启动应答。IgM被认为是启动抗原暴露的第一抗体同种型，SARS‑

CoV‑2特异性IgM抗体的测量可以帮助快速诊断病毒感染(Sheridan，2020年)。在本研究中

IgM和IgG的转录水平异常可在早至SARS‑CoV‑2感染的第4天发现，而IgM/IgG的血清滴度在

发病后第7‑14天出现(Long等，2020；Mo等，2006；Zhao等，2020)。因此，可以快速检查IgM/

IgG/IgA的异常情况，以诊断未知病原体。其他来源的证据资料显示，即使清除病毒超过六

个月，相对IgG的表达仍可能更高，这表明病毒特异性抗体在生发中心持续处于亲和力成熟

状态(Davis等，2019；Niu等，2020；Wec等，2020)。另一个令人惊讶的发现是感染初期的IgA

优势。据我们所知，这是第一份报告新型病毒感染后可在外周血中激活IgA。了解IgA激活并

鉴定外周血中的IgA抗体对于分离IgA‑特异性抗体和诊断是十分有用的。IgA在粘膜免疫中

起重要作用(Gleeson等，1995)。IgA表达百分比的增加表明IgA可以合成并迁移，对呼吸道

或胃肠道发挥免疫功能以清除病毒(Macpherson等人，2008)。

[0077] 先前的研究主要针对TCR‑beta或IgH链组库，以表明对癌症免疫疗法、自身免疫性

疾病或病毒感染的适应性免疫应答(Davis等人，2019；Hopkins等人，2018；Niu等人，2020；

Wendel等人，2018；Wu等人，2018)。此处使用的多重PCR方法——避免二聚体的多重PCR

(dam‑PCR)，可在一个PCR反应中具有包容性和定量模式的同时进行TCR‑alpha，‑beta，‑

gamma，‑delta链和BCR‑IgH，‑IgK，‑IgL的扩增(Han和Lotze，2020)。据我们所知，这是首次

系统阐明COVID‑19患者的BCR和TCR组库的报告。

[0078] 所有IgH/IgK/IgL链的纵向分析可以显示抗体组库随时间变化的整体视图。结合

BCR组库分析的SARS‑CoV‑2特异性B细胞单细胞PCR将加快通过NGS和经典抗体克隆对谱系

发展和中和抗体的鉴定(Niu  et  al.，2020；Setliff  et  al.，2019)。总之，这项研究的结果

提供了对COVID‑19患者免疫动力学的全面了解。整体和纵向分析COVID‑19患者的适应性免

疫可以提供有关病毒感染机理的见解，为临床治疗提供指导信息，并协助开发抗病毒疗法

和疫苗。

[0079] 主要材料和试剂

[0080]
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[0081]

[0082] 样品收集

[0083] 血液样品取自广州医科大学附属广州市第八人民医院。所有患者均签署了捐献血

样的知情同意书。本研究经广州医科大学伦理审查委员会批准。所有健康对照组在采集外

周血前均签署了书面知情同意书。本研究的设计和招募15名亚洲健康供体的工作得到了新

英格兰独立审查委员会 (NEIRB)的批准(IRB编号：14‑378)。所有实验均按照相关指南和

规定进行。

[0084] PBMC的分离和RNA的提取。

[0085] 通过Ficoll‑Hypaque梯度上的密度梯度分离法分离PBMC，如Niu等人先前所述，

Emerg  Microbes  Infect  9，111‑123(2020)。(GE  Healthcare，Chicago，IL，USA)。根据制造

商的协议使用Invitrogen公司TRIzolTM  LS试剂提取总RNA。

[0086] TCRs和BCRs的无偏倚扩增。

[0087] iR‑RepSeq‑plus  7‑Chain  Cassette(iRepertoire)用于生成涵盖所有TCR和BCR

链的NGS文库，包括TCR‑beta、‑alpha、‑delta、‑gamma和BCR‑IgH、‑IgK、‑IgL。所有7条链都

是在一次检测中扩增的，使用的策略允许在逆转录(RT)步骤中加入独特的分子标识符。一

个一次性盒用于一个样品的文库制备；扩增和纯化所需的所有试剂都预装到盒中。将

1000ng提取的RNA与适量的RT混合液和无核酸酶水加入盒中，由iR‑Processor进行处理。该

仪器自动设置进行所有的扩增和纯化。简单地说，RT使用Qiagen  OneStep  RT‑PCR混合液

(Qiagen)进行。选择第一链cDNA，通过SPRIselect珠子选择(Beckman  Coulter)去除未使用

的引物，然后用V‑基因引物混合液进行第二轮结合和延伸。结合和延伸后，用SPRIselect珠

子纯化第一链和第二链合成产物。用一对引物进行文库扩增，这对引物是特异性的公共位

点，工程化到第一和第二链合成中使用的C‑和V‑引物的5′端。最终构建的文库包括

说　明　书 12/23 页

14

CN 112010963 B

14



Illumina双索引测序接头，10个核苷酸独特的分子标识符区域，以及与C‑基因引物相关联

的8个核苷酸内部条形码。通过商业测序服务实验室(Personal  Biotechnology  Co.，Ltd.，

Shanghai，China)在Illumina  NovaSeq平台上用500‑cycle试剂盒(250个配对末端读数)对

扩增的文库进行多重和汇集测序。输出的免疫受体序列涵盖了第一框架区域内到恒定区域

的开始，包括CDR1、CDR2和CDR3。

[0088] 数据收集和生物信息学分析

[0089] 使用Wang等人，Proc  Natl  Acad  Sci  USA  107，1518‑1523(2010)和Yang等人，

Elife  4，e09083(2015)描述的iRmap程序分析原始数据。简而言之，根据来自恒定区域的读

数的5′端条形码序列，对序列读数进行去多重化(de‑multiplexed)。然后根据它们的碱基

质量用2个碱基滑动窗口对读数进行修剪。如果该窗口中的任何一个质量值低于20，则从窗

口延伸到3′端的序列从原始读数中被修剪出来。修剪后的配对末端读数通过修改的

Needleman‑Wunsch算法利用重叠比对连接在一起。如果重叠区域中成对的正向和反向读数

不完全匹配，则正向和反向读数均被丢弃，不作进一步考虑。合并的读数使用Smith‑

Waterman算法映射到从IMGT网站下载的种系V、D、J和C参考序列(Lefranc，2003)。为了定义

CDR3区域，通过映射结果将IMGT数据库中参考序列的CDR3边界位置迁移到读数上，并将所

得CDR3区域提取并翻译成氨基酸。通过唯一分子标识符(UMIs)和CDR3区域的组合，对数据

集进行了浓缩，以去除由测序和扩增引入的不正确的CDR3。具有CDR3和UMI的相同组合的读

数被浓缩成一个UMI计数。

[0090] 从COVID‑19患者队列中获得了最大集群中最具影响力的CDR3序列(IMGT)，并列于

表1和表2中。发明人还对分别选自表1和表2的10个轻链和10个重链基因进行了基因合成

(其中一些残基可以进行适当修饰，例如插入、缺失和/或置换)。将这些基因克隆到表达载

体中，克隆成功后对编码区和阅读框进行测序确认。用体外转录翻译试剂盒与修饰过的载

体，纯化后得到抗体。通过ELISA检测实验检测了本发明的示例性抗体(结果如下表所示)，

其显示了对SARS‑CoV‑2的抗原蛋白的高特异性高亲和力结合(例如以10‑10  M或更小的KD结

合SARS‑CoV‑2抗原)。通过SARS‑CoV‑2假病毒侵入细胞体外实验表明本发明的抗体具备优

异的抑制假病毒侵入细胞的活性。表3列出了本发明的示例性抗体序列(其高特异性高亲和

力结合SARS‑CoV‑2的NP蛋白)。

[0091] 表1

[0092]
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[0093]

[0094] 表2
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[0097]

[0098] 表3：本发明的示例性抗体(B280108)序列。
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[0099]

[0100] 上述抗体的重链基因序列、重链氨基酸序列、轻链基因序列、轻链氨基酸序列分别

编号为SEQ  ID  NOS：77，78，79，和80，所述抗体根据Kabat编号表示的轻链和重链CDR分别如

下表4所示。

[0101] CDRs 序列 SEQ  ID  Nos：

CDR‑H1 ELSIY 81

CDR‑H2 NIDAVYGETTYAQKFEG 82

CDR‑H3 DSPRPIVVYAFAM 83

CDR‑L1 RASQSVSSNLA 84
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CDR‑L2 GASARAT 85

CDR‑L3 QQYNDWPRT 86

[0102] ELISA检测实验

[0103] 抗原：2019‑nCoV‑NP‑His，Bioimtron  Cat.#B233501)

[0104] SARS‑CoV‑2  S  protein，Acor，Cat.#SPN‑C52H4

[0105] S1‑RBD‑His  Bioimtron  Cat.#B232004

[0106] 二抗：Goat  Anti‑Human  IgG  Fc  HRP，Jackson  Immuno  Research，109‑035‑008

[0107] 1包被：

[0108] 1 .1根据抗原蛋白的浓度，用包被缓冲液将抗原蛋白稀释至2ug/ml，配制量20ml，

混匀后，向酶标板各孔中加入100ul稀释后的抗原蛋白(2ug/ml)，轻轻振荡酶标板使抗体覆

盖酶标板孔底。

[0109] 1.2封板，4℃过夜孵育。

[0110] 2封闭：

[0111] 2.11XPBS缓冲液洗酶标板3次后，加入200ul封闭液进行封闭。

[0112] 2.2加入封闭液后在培养箱中37℃孵育1h。

[0113] 2.31X  PBS/吐温缓冲液冲洗酶标板5次。

[0114] 3加待测样(表达抗体)：

[0115] 第一个孔抗体的初始浓度是：10ug/ml，用PBS稀释后加入，1/5梯度往下稀释7个

孔，设置复孔。

[0116] 3.2封板后在37℃作用1小时。

[0117] 3.3将酶标板内的液体甩干，200ul  1X  PBS/吐温缓冲液冲洗酶标板5次。

[0118] 4加二抗(Goat  Anti‑Human  IgG  HRP)：

[0119] 4.1根据实验所需量配制二抗溶液，每5ml  1XPBS加1ul二抗，混匀后向酶标板各孔

中加入100ul稀释后的二抗。

[0120] 4.2封板后37℃下作用30min。

[0121] 4.3将酶标板内的液体甩干，200ul  1X  PBS/吐温缓冲液冲洗酶标板5次。

[0122] 5加底物：

[0123] 5.1每孔加入100ul  OPD显色液(OPD配制：10ml底物缓冲液+40ulOPD+5ul  H2O2)，

37℃孵育10min之后，加入50ul终止液(0.25M  HCl)终止显色反应

[0124] 5.2酶标仪492nm处读取光密度值。

[0125] 抗体中和实验(检测抗体对病毒的中和效果)

[0126] 假病毒的制备：转染前一天，接种293T细胞于75cm大皿方瓶中。细胞80％汇合度时

进行转染。准备质粒混合物：3ug  PVRC8304，9ug  PCMV8.2，12ug  PHR‑CMV‑Luciferase，62ul 

2M  CaCl2，加水至500ul，混匀后逐滴缓慢加入到500ul2xHEBS中，边加边用涡旋器剧烈混

匀，冰上静置20min。期间弃去293T细胞培养基，用10ml新鲜培养基替代。转染前5min，细胞

瓶中加入25ul  50mM的氯喹，然后逐滴将上述沉淀加入到293T细胞上，37度，5％CO2培养8h

后置换新鲜DMEM培养基继续培养。分别在48h和72h收获上清，2500r/min，4度离心10min，上

清用0 .45um滤器过滤后分装，此为含SARS‑COV‑2基因的假病毒，冻存负80度备用。用

BIOMERIEUX的Vironostika  HIV‑1抗原微量ELISA检测试剂盒测定，计算P24含量，根据P24
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含量确定微量中和试验的假病毒所需剂量。

[0127] 假病毒微量中和试验：实验前一天在96孔平底板接种293T‑ACE2细胞(过表达ACE2

蛋白的293T细胞)，第二天观察接种细胞，待细胞铺满孔面积的80％以上进行实验。用细胞

培养液以1∶100，1∶300，1∶900和1∶2700稀释抗体，取50ul不同浓度的稀释抗体与等体积的

假病毒混合，置于37度孵育1h。随后将上述混合液以100ul/孔接种到铺好293T‑ACE2细胞的

96孔板中，每一稀释度接种3孔，同时设定3孔阴性对照和3孔假病毒阳性对照。将96孔培养

板置于37度，5％CO2培养箱孵育48h后，弃去培养板中的培养液，将96孔板在面巾纸上轻轻

拍干，加入细胞裂解液(30ul/孔)，作用时间大于10min；之后每孔加70ul  Luciferase试剂，

用排枪吹打均匀，吸取70ul混合液于新的96孔培养板，将其放置于Modulus  96孔微孔板型

多功能光度计上测定荧光值。最终计算以阳性对照孔中细胞的荧光值为参照，分别计算实

验孔和阴性血清对照孔的中和效率。

[0128] 虽然已经详细描述了本发明及其优点，但应该理解的是，在不违背发明精神的情

况下，可以进行各种修改和替换。本文描述的方法及其各种实施例是示例性的，也可以包括

其他实施方案。
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